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摘要: 高致病性禽流感病毒高度变异且缺乏有效的治疗药物. 在前期研究工作中, 本课题组发现一株鼠源广谱中和单
抗 13D4, 在动物实验中显示出对 H 5N1 禽流感病毒具有广谱治疗效果. 在本研究中,从分泌 13D4 单克隆抗体的杂交瘤
细胞株中抽提总 RNA ,经 RT PCR 扩增出轻重链可变区 DNA 序列,并分别与人 IgG1 的轻重链恒定区基因序列拼接,
构建人 鼠嵌合抗体.筛选出稳定表达嵌合抗体的 CHO 细胞株,从培养上清中纯化出嵌合抗体. 竞争 Elisa结果表明, 嵌
合抗体与鼠源单抗能够识别同一个抗原表位并具有相似的亲和力. 血凝抑制反应和中和活性测定结果证明, 13D4 嵌合
抗体保留了对不同亚型 H 5N1 病毒的广谱反应性,并且对两株 H5N1 病毒具有中和活性. 本研究获得的 13D4 嵌合抗体
将具有潜在的治疗价值.
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致命性疾病[ 2] . H5N1 病毒的持续感染使人类感染致




细胞结合而成为感染的治疗方法之一. 1918 年 西班



















证实, 13D4鼠单抗对 4个 H5N1禽流感病毒代表亚型






1. 1 材 料
本研究中所用的大肠杆菌 DH5 为实验室保存;
真核表达载体 pcDNA5/ FRT/ TO、定点真核表达系统
Flp InTM及表达细胞株 Flp In CHO 购自 Invit rogen
公司;转染脂质体 Lipofect2000、筛选试剂潮霉素购自
Invit rog en 公司;各种限制性内切酶、LA T aq DNA 聚
合酶、T4 连接酶、pMD18 T 载体均购自大连 TaKaRa
公司;无血清 SFM4 培养基购自 Hyclone 公司; 灭活
H5N1病毒株由香港大学新发传染病国家重点实验室
提供; 13D4 鼠单抗, HRP 标记的 13D4 鼠单抗, 抗
HBV preS1的 4D11嵌合抗体, proteinA 和重组 HA1
由本实验室研制及纯化.
1. 2 方 法
1. 2. 1 13D4鼠单抗可变区基因的克隆
从 13D4 杂交瘤细胞株中抽提总 mRNA , oligo
dT 引物反转录成 cDNA ( Promega, M adison WI) .根
据 Novagen公司 Ig Prime试剂盒的引物序列合成 31
条上游引物和 4条下游引物,以 cDNA为 PCR扩增的
模板,扩增产物克隆入 pMD18 T 载体中, 测序并分析
以确定分离出抗体可变区基因.
1. 2. 2 嵌合抗体表达载体的构建
在 pcDNA5/ FRT/ T O 定点整合载体基础上进行
改造, 形成一个带有两个 pCMV 启动克隆位点及
BGH 终止子的真核表达载体 pcDNA5/ FRT / PJ241.
利用 DNA 重组技术, 将人 gamma 重链恒定区及人
kappa 轻链恒定区,分别插入两个 pCMV 启动子的下
游.将 13D4 VH 基因经 H ind III 和 K pn I 双酶切插
入重链恒定区上游,再将 13D4 V K基因经 BamH I和
EcoR V 双酶切插入轻链恒定区的上游. 经测序验证
获得能表达嵌合抗体的重组质粒 pcDNA5/ FRT/
PJ241/ 13D4.
1. 2. 3 嵌合抗体在 CHO细胞中的稳定表达
采用 Lipofect 2000 将 pOG44 质粒( Invitr ogen,
USA)以及嵌合抗体表达质粒共转染入 Flp In CHO
细胞中.用潮霉素加压筛选 1个月(终质量浓度为 600
g/ mL) ,获得稳定分泌嵌合抗体的稳定细胞株.
1. 2. 4 嵌合抗体的表达及纯化
CHO 稳定细胞株在体积分数为 10% 的 FBS
DMEM 培养基中长至 3 ! 106 mL - 1 , 再直接换为无血
清培养基 SFM 4培养 5~ 7 d后收集上清. 用饱和硫酸
铵初步纯化后, 再用 ProteinA 亲和层析柱分离纯化嵌
合抗体,收取特异性蛋白洗脱峰, SDS PAGE 电泳确
定纯度.
1. 2. 5 ELISA检测嵌合抗体活性
酵母表达的重组 HA1包被 96孔板( 1 g/ mL) ,
ED液封闭, 纯化的 13D4 嵌合抗体作为一抗与之反
应,再与羊抗鼠酶标抗体(体积比为 1∀ 2 000)反应后
显色终止,酶标仪读值.
1. 2. 6 竞争 ELISA 反应
3G4抗体( 2 g/ mL)包被 96 孔板捕获 H5N1病
毒( 8HA)后, 嵌合抗体以 50 g/ mL 初始质量浓度倍
比稀释后与 HRP 标记的 13D4mA b同时加入孔中竞
争结合病毒. 抗 HBV preS1的 4D11嵌合抗体用作阴
性对照, 13D4鼠源单抗作为阳性对照. 显色终止后酶
标仪读值.




性[ 11 12] . 所用 H5N1 病毒均为灭活病毒, 测定病毒
HAU 值, 调至 8AD. 在血凝板中每孔加入 25 L
PBS, 第一孔中加 25 L 嵌合抗体( 0. 7 g/ mL)并混
匀,倍比稀释至最后一孔,弃 25 L. 与等体积病毒室
温孵育45 min, 加入 0. 75%鸡红细胞50 L, 室温孵育
30 min,观察是否出现红细胞凝集以判断嵌合抗体的
血凝抑制效应.
1. 2. 8 细胞微孔中和实验
梯度稀释的 13D4嵌合抗体与半数组织培养感染
量( T CID50)的 H5N1病毒混匀, 37 # 孵育培养 2 h
后,加入 MDCK细胞中, 37 # , 5%(体积分数) CO 2 培
养箱孵育 1 h, 然后吸去上清, 用体积分数为 10% FBS






采用 RT PCR法从分泌 13D4鼠单抗的杂交瘤细
胞中克隆出抗体可变区核苷酸序列.测序结果表明,重
链可变区长为 369 bp, 编码 123个氨基酸, 轻链可变
区为 324 bp,编码 108个氨基酸.
本研究运用 Invitr ogen公司的 Flp In定点整合系




对 pcDNA5/ FRT / T O 质粒进行改造, 使其带有
两个 pCMV 启动的克隆位点及 BGH pA 终止序列,
再将人 gamma 重链恒定区和人 kappa轻链恒定区分
别插入两个 pCMV 启动子的下游, 并将 13D4 的 VH
片段经和 VK 序列分别克隆到人重链和轻链恒定区上
游 . 测序结果显示成功构建了表达嵌合抗体的质粒
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图 1 表达 13D4 嵌合抗体的 pcDNA5/ FRT / PJ241/ 13D4 质
粒图
F ig . 1 pcDNA5/ FRT / P J241/ 13D4 plasmid vecto r o f 13D4cAb
expression
pCDNA5/ FRT/ PJ241/ 13D4(图 1) .
2. 2 13D4嵌合抗体的稳定表达及纯化
将 pOG44 质粒与嵌合抗体表达质粒共转染入
Flp In CHO 细胞中.用潮霉素加压筛选 1个月后, 获
得稳定分泌 13D4嵌合抗体的稳定细胞株.
稳定表达 13D4 嵌合抗体的 CHO 细胞株在 10
cm 细胞培养板中,用体积分数为 10% FBS 的 DMEM
培养基培养至 3 ! 106 mL - 1后, 培养液更换为 SFM4
无血清培养基, 继续培养,对 7 d内的培养上清进行表
达产量监测.由图 2的结果可知,表达产量在第 4天达
到最高峰为 8 mg/ L ,而后逐步降低. 推测随着细胞的
逐渐凋亡,产量下降,同时培养液中的抗体也被逐渐降
解. 因此收集第 4 天的细胞培养上清进行纯化, 经





的结果可知, 13D4嵌合抗体与重组 HA1 的反应呈剂
量依存性关系(图 4) .
进一步用竞争 ELSIA 法检测 13D4 嵌合抗体的
活性. H5N1病毒被包被在板上的特异抗体捕获,以梯
度稀释的 13D4嵌合抗体与HRP 标记的 13D4鼠单抗
竞争结合 H5N1 病毒. 以未标记的 13D4鼠单抗作为
阳性对照,抗 HBV pr eS1的 4D11嵌合抗体作为阴性
对照.结果如图 5所示, 13D4 嵌合抗体及亲本 13D4
鼠单抗的竞争曲线相似, 说明二者能有效竞争 HRP
标记的13D4鼠单抗与H5N 1病毒的结合, 亲和力相
图 2 CHO 稳定细胞株在无血清培养基中表达嵌合抗体的
产量变化
F ig . 2 The production cur ve o f cAb expression fo rm CHO
stable cell line in serum free medium
图 3 13D4 嵌合抗体 SDS PAGE 电泳结果
M. 蛋白 Marker; 1. 还原型; 2.非还原型
F ig. 3 SDS PAGE of pur ified 13D4 chimer ic ant ibody
图 4 13D4 嵌合抗体与重组 HA1 反应的剂量依存关系
Fig. 4 The dose dependency of 13D4 chimer ic antibody
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图 5 竞争 ELISA 检测 13D4 嵌合抗体与 H 5N1 病毒的特
异反应
F ig. 5 T he specific reaction o f 13D4 chimer ic ant ibody w ith








进一步测定 13D4嵌合抗体对两株 H5N1 病毒的
中和活性.结果显示 13D4 嵌合抗体对两种病毒均有
中和活性,且中和滴度与亲本鼠单抗相似(表 2) .
表 1 13D4 嵌合抗体对 H5N1 病毒的广谱血凝抑制活性测定
T ab. 1 H emagg lutinin inhibition act ivity o f 13D4 cAb to
H 5N1 virus
H5N1病毒株 病毒分枝 13D4嵌合抗体 13D4鼠单抗
VNM/ 1194/ 2004 1 400 400
CK/ IDN / 2A / 2004 2. 1 6400 6400
BH GS/ QH/ 15/ 2005 2. 2 1600 1600
CK/ VNM/ 568/ 2005 2. 3 1600 1600
CK/ YN/ 115/ 2004 2. 4 1600 800
A/ CK/ H K/YU22/2002 8 800 800
MDK/ JX/ 1653/ 2005 9 800 400
表 2 13D4 嵌合抗体对 H5N1 病毒的中和活性测定
Tab. 2 Neutra lizing activit y of 13D4 cAb to H5N1 virus
H5N1病毒株 病毒分枝 13D4嵌合抗体 13D4鼠单抗
SZ/ 1 2. 1 1∀ 1280 1∀ 1280

















染性疾病领域迅猛发展, 在过去的 10年中,超过 20株
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Construction and Identification of Chimeric Antibody with Broad spectrum
Neutralization to Highly Pathogenic Avian Influenza H5N1 Virus
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Abstract: Highly pathogenic Avian Influenza V irus has persistent mutat ion and is lack of efficient therapeutic drugs. In the ea rly re
search, a mur ine br oad spectrum neutr alization monoclonal ant ibody 13D4 had been found t hat it had broad spectrum ther apeutic ef
fectiv eness directly to H 5N1 avian Influenza v irus in animal pro tect ion experiment. In the present study, the genes encoding variable
sequences o f heavy and light chain w ere obtained f rom 13D4 mur ine hybr idoma cells by RT PCR. Then these genes w ere combined
with human gamma and kappa constant reg ions separ ately to constr uct chimer ic antibody( cAbs) . Chimeric ant ibody w as purif ied from
serum f ree supernatants o f stable CH O cell line. The competitive Elisa results indicated that chimer ic antibody could recognize the
same epitope as parent ant ibody with similar aff inity. 13D4 chimeric antibody was further confirmed that retained bro ad spect rum ac
t ivit y to differ ent subtypes o f H5N1 v iruses in hemoagg lutination inhibit ion assay. It also show ed neut ralizing activity to tw o H 5N1
virus str ains. In summary, 13D4 chimeric antibody developed in the research would be valueble in the t reatment .
Key words: H5N1; chimer ic ant ibody ; bro ad spect rum activity
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